Vyuziti imunofluorescenéniho znateni pro sledovani vlivu vybranych
inhibitor u proliferace na fosforylaci nucleophosminu na threninu 199

v nadorovych buikach.

Teoreticky tvod
Imunofluorescenéni znateni

Metoda imunofluoresceéniho zné&eni pati mezi nejvyznamgjsi experimentakabiologické a
biomedicinské techniky s Sirokym spektrem vyuZigraxi. Podstatou je vazba primarni protilatky na
antigen naSeho zamu. N&sleduje vazba sekundamtilagky konjugované s fluorochromem
rozpoznavajici imunoglobuliny organismu, oz pochézi primarni protilatka. Jinou moznosti je
znaeni antigenu mo primarni protilatkou zré@nou fluorochromem. Po excitacifeaim gislusné
vinové délky ve fluorescénim mikroskopu molekula fluorochromu emitujefesdi o vySSi vinové
délce (tedy nizSi energii) ve viditelné oblasti ldpe. Imunofluorescemi zna&eni umoduje takto
vizualizovat nagiklad subcelularni lokalizaci vybranych struktuelativni Grovét exprese protein
aktivacni stav proteifh (nagiklad pres jejich fosforylani status) atd. Perspektiva této moderni metody

spaiiva v teoretické moznosti vizualizovat jakykolivigery produkt na busgné drovni.

Teorie vytvoreni mikroskopického preparatu

Pro vytvdeni mikroskopického preparatu jsou vhodné adherdmims¢né linie rostouci
prisedle na kultivéni podloZce, kterou tize byt i kryci skiéko. Na r¢ je optimalizovan i nasledujici
protokol. Buiky suspenzni, rostouci v celém objemu media, wjzaghecialni pistup. Buiky jsou
vysazovany do Sestijamkovych pahedlo kterych seiedtim vioZi sterilni kryci skitka. Riblizné po
24h inkubaci i 37 °C, 5 % CQa 100% vlhkosti (pro kazdou linii je pet hodin nutnych k adhezi
nutné optimalizovat) jsou kily ovlivnény inhibitory proliferace a kultivovany po poZzadoea dobu
v inkubatoru. Po promyti je nutné iiky zafixovat, coz se provadi #upomoci organickych
rozpoustdel nebo aldehyid Organicka rozpou&tla (alkoholy a aceton) odstugi lipidy, dehydratuji
bunky a zérové precipituji proteiny bu&né architektury. Aldehydy (n&p paraformaldehyd,
formaldehyd/gluteraldehyd) tvb intra a zejména intermolekularni mosty mezi vahny
aminoskupinami a vytw¥a kovelantni sit antigeri. Aldehydy konzervuji strukturu protdinépe nez
organicka rozpou&tlla, ale redukuji antigenicitu¢kterych slozek bitky. Vybér fixativa zavisi na
detekovaném antigenu. Pro volnyigtup protilatky k antigenu je nutna permeabilizamask.
Fixovani pomoci alkohéla acetonu zarowienarusuje integritu membran, permeabilizakrok tedy
neni nutny. Aldehydy v3ak tuto vlastnost nemajr@to je teba permeabilizaci provést fapomoci
zted®nych roztok detergent (0,5% Triton-X/PBS). Red vlastni aplikaci protilatek je nutné gki
vyblokovat, tzn. zabranit nespecifické vaztrotilatek. Toho je obvykle dosaZzeno inkubaci cali
s roztokem BSA (haszi sérovy albumin) nebo s fetalnim sérem, které B8Keé obsahuje. Déle

nasleduje inkubace s primarnimi, sekundarnimi igtémi, pop. dalsimi fluorescamimi prébami



(nap. DAPI). Ri aplikaci protilatek konjugovanych s fluorochrong nutné inkubaci provét ve
tmé. Na za¥r jsou ze skhiek s butkami vytvareny mikroskopické preparaty pomoci tzv. montovacich
médii (50% glycerol, mowiol). Pozorovani se provdudimoci fluorescemiho mikroskopu pod

raznymi filtry v zavislosti na sledovaném fluorochrom

Nucleophosmin (NPM)

Nucleophosmin nebo také protein B23 je nukleol&efoprotein podilejici se na tvarka transportu
ribosomi, duplikaci centrosoly regulaci DNA polymerasyo, regulaci proteinu p53 atd. Je
lokalizovan v jadérku, ale wipadt sérové nedostateosti nebo &inkem reékterych protinadorovych
léciv miZe byt translokovan do nucleoplazmy. Mimo to jestaiktomen v cytoplazia je asociovan
s centrosomy. &hem mitézy je tento protein fosforylovan na threenil99 enzymy regulujicimi
bursény cyklus, konkrété komplexem CDK1/cyklin E. Einkem rekterych protinadorovych v
muze dochazet k zastaveni Baného cyklu v mitdéze, coz e byt pozorovano préwizualizaci

fosforylované formy NPM.

Priklady vysledkii:
PNPM(Thr199) DAPI
o --
50 nM
nocodazol

Obrazek 1: Detekce fosforylace nucleophosminu na threonir@i lEdem mitdzy v bitkach prsniho
karcinomu MCF7.



Pracovni postup:

Biologicky material

nadorové biiky prsniho karcinomu MCF7 (kontrolgi ovlivnéné inhibitory proliferace),

Vybaveni a pomicky
Sestijamkovy panel, pinzeta, podloZni &kéi, destika obalen& parafilmem, fluoreséen mikroskop

Olympus vybaveny digitalni kamerou CoolSnap, sapat@a Spiek

Chemikalie, roztoky a protilatky:

anti-NPM

anti-pNPM(Thr199)

DAPI (10 mg/ml)

DMEM/FS (kultivatni médium DMEM s 10 % fetalnim sérem)
mowiol

4% paraformaldehyd

PBS (fosfatovy pufr)

PBS-T (0,1%Tween/PBS)

sekundérni protilatka proti krélm imunoglobulifim zn&ené Alexa Fluor 647

Vlastni postup:
1. Bunky jsou kultivovany na krycich skkach v Sestijamkovych panelech v inkubétoru (37 °C,
5 % CQ, 100% vlhkost).
Promyvani:
2. 2x1mlPBS, 2min.
Fixace a permeabilizace buék:
3. Odsaj PBS.
4. Opatrr piidej 1 ml 4% paraformaldehydu.
5. Inkubuj 10 min @i pokojové teplot..
6. Zafixované skifka lze v tomto stavu uchovavat v +4 °C.
Promyvani
7. 3x1 ml PBS, 2 min
Permeabilizace:
8. 1 ml 1% Triton X/PBS, 5 min.
Promyvani
9. 3x1 ml PBS, 2 min
Blokovani:
10. 1 ml DMEM/FS, 15 min



Primarni protilatka anti-pNPM(Thr199)
11. Nated’ zasobni roztok protilatky anti-pNPM(Thr199) 10ax DMEM/FS (na 1 skéko paiitej
25 pul)
12. Nanes 25 pl roztoku primarni protilatky na déstiobalenou parafilmem§iglop kryci
sklicko s butkami naspod a uloZ vSe do krabice s vikemdaiiié uvnit destilovanou vodou.
13. Inkubuj 1 hod pi laboratorni teplat ve tne!!!.

Promyvani
14.1 ml PBS, 2 min
15.1 ml PBS-T, 2 min
16. 1 ml PBS, 2 min.

Sekundarni protilatka proti krali ¢im imunoglobulinam znatena AF647
17. Nated’ zasobni roztok sekundarni protilatek do DMEM/F8& {rekléko patitej 25 ul)100x
18. Nanes 25 pl roztoku sekundarni protilatky na dkstbbalenou parafilmemfiklop kryci
sklicko s buitkami naspod a uloZ vSe do krabice s vikemd&atié uvnik destilovanou vodou.
19. Inkubuj 1 hod pi laboratorni teplat ve tre!!l.

Promyvani
20.1 ml PBS, 2 min
21.1 ml PBS-T, 2 min
22.1 ml PBS, 2 min.
DAPI

23. Nared’ 2000xzasobni roztok DAPI 10 mg/ml do PBS (kéné koncentrace 5 pg/ml).
24. Pridej do kaZzdé jamky 1 ml roztoku DAPI.
25. Inkubuj 10 min pi laboratorni teplat ve tne.

Promyvani
26.1 ml PBS, 2 min
27.1 ml PBS, 2 min
28.1 mlH,0, 2 min.

Vytvoreni trvalého preparatu
29. Nanes na podloZni skko 5 pl mowiolu a fiklop sklicko buikami na spodni str&n
30. Preparat Ize ihned pozorovat, pro pouziti imerzmbijektivu je vSakieba nechat mowiol
ztuhnout do druhého dnéig °C.
Uchovavani preparati

31. Sklicka jsou uchovavana ve &mypri 4 °C.



